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RESUMO
Células da diatomácea Coscinodiscus wailesii (Bacillariophyta) coletadas em 
maio de 1999 no Canal da Galheta (Baía de Paranaguá, Paraná) foram isoladas através 
de micropipetagem e diluições, obtendo-se culturas unialgais clonais axênicas. As 
células foram submetidas a cultivos estanques em erlenmeyers de 250 ml de 
capacidade, contendo 100 ml de meio, e inóculo inicial de 0,5 céls/ml, com temperatura 
média de 25°C e fotoperíodo de 8:16 (luz:escuro) e mantidas sob agitação contínua. O 
crescimento das culturas foi monitorado diariamente por contagem celular. Realizou-se 
duas séries de experimentos, utilizando o meio de cultura semi-definido Guillard F/2 e o 
meio indefinido, com adição ou exclusão parcial de macronutrientes (nitrato, fosfato e 
silicato). Determinou-se a taxa máxima de crescimento - p (div./dia), concentrações de 
clorofila-a e nutrientes (silicato, fosfato, nitrato e nitrito). O diâmetro das 2809 células 
medidas durante os experimentos variaram de 306-268 pm de diâmetro valvar e 197-95 
pm de eixo pervalvar. Na primeira série de experimentos para o meio F/2 completo 
obteve-se p = 1,27 e 10,1 céls/ml no terceiro dia experimental. No quinto dia a 
densidade celular foi de 36,4 céls/ml, taxa de crescimento 1,01 e a concentração de 
clorofila 96,42 pg/l. Para o meio F/2 sem adição de silicato obteve-se p = 1,10 e 10,7 
céls/ml no quarto dia. No oitavo dia a densidade foi 45 céls/ml e 45,37 pg de clorofila/l. 
O crescimento algal nos outros tratamentos (meio F/2 sem fosfato, sem nitrato e 
indefinido) foi muito reduzido. Na segunda série de experimentos para o meio F/2 
completo obteve-se p = 0,73 e densidade de 21,9 céls/ml no oitavo dia. No 11° dia a 
densidade máxima foi 40,3 céls/ml e taxa de crescimento de 0,77. O crescimento algal 
nos outros tratamentos (indefinido mais silicato, mais fosfato, mais nitrato e meio 
indefinido) foi reduzido. O padrão geral da análise dos nutrientes mostraram redução 
nos meios de cultura após o cultivo. Exceto nos meios F/2 completo e no indefinido com 
nitrato, onde ocorreu um aumento do nitrito, passando de 0,63 pM para 1,84 pM e 1,11 
pM para 2,65 pM, respectivamente. A água utilizada para a preparação dos meios de 
cultura era rica em silicato, que não foi o fator limitante para o crescimento algal nestas 
condições. No entanto, nitrato e fosfato foram limitantes, por isso observou-se 




Nas últimas décadas as florações do plâncton marinho têm preocupado os 
órgãos governamentais em virtude das conseqüências negativas que as espécies 
podem trazer ao ecossistema e à saúde humana, através da produção e liberação 
de toxinas para o meio ambiente e várias alterações nas cadeias tróficas aquáticas 
(Hallegraeff, 1993; Hallegraeff et a i, 1995). As florações são eventos caracterizados 
por um crescimento massivo de determinadas microalgas, quando ocorrem 
simultaneamente condições ótimas de luz, nutrientes e dispersão espacial reduzida, 
permitindo que as células se acumulem temporariamente (Legendre, 1990; Brandini, 
1997). Recentemente, a Comissão Oceanográfica Intergovemamental (COI), órgão 
da UNESCO, criou o programa Florações Algais Nocivas (HAB - Harmful Algal 
Blooms) com o objetivo de estudar os fatores que desencadeiam os fenômenos de 
florações e planejar ações de monitoramento ambiental nas áreas afetadas, 
particularmente aquelas sujeitas a impactos antrópicos e em áreas de cultivo 
comercial de organismos (Enevoldsen, 1995).
Entre os diferentes grupos algais (dinoflagelados, diatomáceas, rafidófitas, 
cianófitas) do fitoplâncton, estima-se que 300 das 3.400 - 4.100 espécies podem 
produzir florações (Smayda, 1997). As diatomáceas, quando produzem florações, 
podem causar mortandade de organismos marinhos através da (i) produção de 
toxinas, como ácido domóico (Pseudonitzschia spp.), (ii) dificuldade respiratória 
devido à irritação da mucosa branquial de peixes causada por setas e espinhos 
presentes nas frústulas de Chaetoceros spp., (iii) absorção acelerada de nutrientes 
causando a diminuição de outras células do fitoplâncton consumidas pelo 
zooplâncton e (iv) anoxia na coluna d’água decorrente da decomposição incompleta 
das diatomáceas por bactérias, próximas ao fundo marinho (Hasle & Fryxell, 1995).
Um passo importante para elucidar os mecanismos que desencadeiam os 
fenômenos de florações é conhecer os requerimentos ambientais básicos da 
espécie causadora. Estudos nutricionais de microalgas são largamente utilizados 
para esclarecer o papel de vários agentes químicos produzidos naturalmente. Os 
cultivos tipo “batch” ou estanques (Werner, 1977; Steemann-Nielsen, 1978) têm
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sido amplamente utilizados para o estudo da fisiologia das espécies de microalgas 
marinhas em relação aos fatores ambientais. Neste tipo de cultivo utiliza-se um 
volume limitado de meio de cultura contendo nutrientes inorgânicos e orgânicos 
necessários às algas, e inocula-se um número relativamente pequeno de células, 
que então são expostas à condições satisfatórias de luz, temperatura e aeração. O 
aumento do número de células segue um curso característico (Fogg & Thake, 1987, 
ver Apêndice l.a). Dois meios de cultivo são bastante utilizados em cultivos 
microalgais. O meio indefinido utiliza água do mar, onde a quantidade de seus 
componentes químicos são desconhecidos. O meio de cultivo semi-definido utiliza 
água do mar enriquecida com nutrientes inorgânicos e orgânicos, de composição 
conhecida (v. Apêndice II).
Desde 1980, a diatomácea cêntrica Coscinodiscus wailesii Gran & Angst 
(1931) tem sido observada em diferentes regiões do mundo formando florações e 
prejudicando áreas de pesca e cultivo comerciais. A distribuição da espécie, antes 
restrita ao Pacífico Tropical e ao Atlântico Ocidental, ampliou-se até a Europa, 
Estados Unidos, Japão e Austrália tornando-se, em algumas áreas, importante 
componente da comunidade fitoplanctônica (Lange et a i, 1992; Rick & Dürselen, 
1995; Nehring, 1998). No Brasil, apesar dos vários trabalhos taxonômicos 
realizados a partir de 1960, a espécie foi citada apenas recentemente no sul do país 
(Valente-Moreira et a i, 1987; Moreira Filho et al., 1990; Fernandes, 1992 e Souza- 
Mosimann et a i, 1993). Portanto, caberia questionar se a espécie seria nativa ou 
exótica da costa brasileira, considerando que estes registros são bastante recentes.
Alguns efeitos desta espécie no ecossistema marinho apenas recentemente 
começaram a ser investigados. Nagai et a i (1995 e 1995a) observaram danos 
sérios nas culturas de “Nori” (Porphyra) provenientes da absorção acelerada de 
nutrientes da coluna d’água por Coscinodiscus wailesii durante sua floração ocorrida 
na costa japonesa. Na Baía de Paranaguá, Paraná, já foram registradas florações 
desta diatomácea (Fernandes, 1992 e observações pessoais), observando-se 
simultaneamente o decréscimo nas concentrações do fitoplâncton e a diminuição 
das densidades de zooplâncton (Dr. R.M. Lopes, CEM/UFPR; observações 
pessoais). Embora a relação entre estes dois eventos não tenha sido efetivamente
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demonstrada, a simples possibilidade de conseqüências negativas para a cadeia 
trófica motiva ainda mais os estudos sobre a autoecologia da diatomácea.
Coscinodiscus wailesii é uma espécie de grandes dimensões (diâmetro valvar 
180-500 |jm), podendo produzir pseudoauxósporo ou auxósporo (Nagai & Manabe, 
1993; Nagai et a i, 1995a). A formação do pseudoauxósporo é independente da 
intensidade luminosa, embora o tamanho da célula inicial produzida apresente uma 
correlação positiva com aquele fator abiótico (Nagai & Imai, 1997). Além disso, a 
espécie pode formar esporos de resistência que sedimentam no fundo, germinando 
durante os períodos de mistura da coluna d’água (Nagai et a i, 1996). As principais 
características da frústula com importância taxonômica são: face valvar plana, 
manto ortogonal em relação à superfície, área central hialina de formato irregular e 
sem formação de rosetas, aréolas em disposição radial (26 a 35 por 10 pm), duas 
macrorimopórtulas na margem valvar e várias rimopórtulas organizadas em duas 
fileiras marginais (Schmid & Volcani, 1983; Nagai et a i, 1994; Hasle & Lange, 
1992). Coscinodiscus wailesii é bastante semelhante à Coscinodiscus concinnus W. 
Smith, o qual diferencia-se da anterior por apresentar superfície valvar convexa, 
37 - 40 aréolas por 10 pm, entre outras (Hasle & Lange, 1992).
Neste trabalho são fornecidas informações iniciais sobre a dinâmica de 
crescimento da diatomácea Coscinodiscus wailesii, em relação à exclusão ou adição 
de macronutrientes (nitrato, fosfato e silicato) sob condições de cultivo em 
laboratório. Utilizou-se o meio de cultura semi-definido Guillard F/2 , composto de 
água do mar filtrada e as soluções estoques de nitrato, fosfato, silicato, metais 




- Estabelecer cepas de cultura viáveis de Coscinodiscus wailesii que 
permitam cultivar a espécie em diferentes condições de crescimento.
OBJETIVOS ESPECÍFICOS
- Realizar ensaios com culturas de Coscinodiscus wailesii, submetidas à 
adição ou exclusão parcial de macronutrientes (nitrato, fosfato e silicato), traçando 
as curvas de crescimento da espécie para cada ensaio de laboratório;
- Determinar a taxa máxima de crescimento de Coscinodiscus wailesii, através 
dos métodos de contagem do número de células em microscópio invertido em 
câmaras de sedimentação.
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3- MATERIAL E MÉTODOS
3.a) Coieta do material em campo
Foram realizadas duas coletas de fitoplâncton marinho em maio de 1999, 
para obtenção das células de Coscinodiscus wailesii no litoral do Paraná através de 
arrasto vertical de curta duração (2 minutos) com rede de plâncton (malha 200 |jm). 
As amostras foram acondicionadas em frascos de polietileno de 500 ml de 
capacidade, e armazenadas em caixa de isopor refrigerada. Também coletou-se 10 
litros de água do mar, utilizada na preparação dos meios de cultura para as 
microalgas. Na primeira coleta, realizada próximo a Ilha de Currais (25°44’S e 
48°21’W), as amostras de fitoplâncton foram mantidas refrigeradas por um período 
de 6 horas, até as células serem isoladas por micropipetagem, no Laboratório de 
Ecotoxicologia do Centro de Estudos do Mar / UFPR. Na segunda coleta, realizada 
no Canal da Galheta próximo a Ilha do Mel (25°34’S e 48°19’W ), as amostras de 
fitoplâncton foram refrigeradas por um curto período (15 minutos), até as células 
serem isoladas no laboratório. Este último procedimento diminui a atividade 
fisiológica do material coletado e uma conseqüente deterioração da qualidade da 
amostra. Os valores de temperatura e salinidade foram, respectivamente, 23°C e 
35; na primeira coleta, e 26°C e 33; na segunda.
3.b) Isolamento e manutenção de culturas estoques
Para as técnicas de isolamento e purificação das culturas algais foi utilizado 
o método de micropipetagem e diluição seriada, descrito por Stein (1973). A 
manipulação das vidrarias utilizadas na preparação das soluções-estoque dos 
meios de cultura, manutenção das culturas e execução dos ensaios biológicos 
seguiram as normas apresentadas em CETESB (1986, ver Apêndice III).
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3.c) Obtenção das culturas unialgais
Cento e sessenta células de Coscinodiscus wailesii foram isoladas com 
micropipeta Pasteur sob microscópio estereoscópico, utilizando uma série de 
diluições (lavagens para se obter culturas teoricamente axênicas) em placa para 
isolamento de organismos planctônicos. Em seguida, as células foram transferidas 
para erlenmeyers de 250 ml de capacidade contendo 100 ml de meio de cultura 
Guillard F/2 (salinidade 32 e pH 8,1) e mantidos em sala de cultivo com temperatura 
controlada de 25°C. Os frascos receberam em sua parte superior e frontal uma 
radiação luminosa média de 5000 lux, fornecida por lâmpadas fluorescentes do tipo 
luz do dia em um fotoperíodo contínuo. Para a agitação dos frascos-teste utilizou-se 
mesas agitadoras (shakers), ininterruptamente a 400 rpm (Foto 01).
Oito dias depois 20 células foram reisoladas da cultura mãe com uma série 
de diluições, onde cada célula passou por uma série de 9-12 placas de Petri 
contendo meio Guillard F/2 para então serem armazenadas em frascos-teste 
(erlenmeyers). Após 6 dias de crescimento, as células desta cultura foram 
reisoladas, 1 célula para cada erlenmeyer, de onde foram obtidos 14 clones 
denominados C1L, C2L, ..., C14L, que foram mantidos em condições não limitantes 
de crescimento - luz, temperatura, nutrientes e agitação. Após mais 6 dias, as 
culturas já se encontravam em fase exponencial, então foram mantidas por mais 48 
horas com fotoperíodo de 8 horas de luz e 16 horas de escuro. Em seguida, as 
culturas foram repicadas, e uma semana depois utilizou-se o clone C10L para as 
séries de experimentos descritas a seguir.
3.d) Experimentos
Realizou-se duas séries de experimentos. Foram inoculadas 50 células de 
Coscinodiscus wailesii em cada réplica (frascos-teste contendo 100 ml de meio de 
cultura), resultando em concentração final de 0,5 céls/ml. A partir do início do 
experimento os frascos foram mantidos com fotoperíodo contínuo durante 24 horas; 
depois mantinha-se o ciclo luz:escuro de 8:16 horas. A cada 24 horas de 
experimento, no final do período de luz, retirava-se de cada frasco uma sub-amostra
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Foto 01. Vista geral da câmara de cultivo do Laboratório de Ecotoxicologia - CEM, 
mostrando agitadores, erlenmeyers com cultivo de Coscinodiscus wailesii e a 
iluminação utilizada.
Foto 02. Material preparado para retirada de alíquotas para contagem das células dos 
meios de cultivo.
de 5 ml, e fixava-a com lugol acético (Foto 02), para posteriormente ser contada em 
microscópio invertido ZEISS ID08. Utilizou-se cubas de sedimentação de 10 ml, e 
as células que aderiam-se no frasco eram pipetadas, diminuindo o erro sub- 
amostral. As taxas de crescimento (p), expressas em termos de número de divisões 
celulares por dia, foram calculadas segundo a equação (Stein, 1973):
H = \ (Log Ni) - (Log No). (3,322 / 1)K onde:
Ni = n° de células no tempo t em dias;
No = n° de células no tempo t-1;
t = tempo decorrido entre as observações em dias;
3,322 = fator para a divisão celular.
Série 01
Na primeira série utilizou-se 10 réplicas, incubadas durante 9 dias sob 
condições não limitantes de luz e temperatura constantes, sob agitação contínua. 
Cinco meios de cultura foram preparados: meio Guillard F/2 completo, meio Guillard 
F/2 sem nitrato, meio Guillard F/2 sem fosfato, meio Guillard F/2 sem silicato e meio 
indefinido. Os diâmetros das células de 3 réplicas ao longo do experimento foram 
medidos em microscópio invertido. Dados de concentração de clorofila-a foram 
obtidos nos 1o, 6o e 9o dias, extraindo-se os pigmentos com acetona 90%, e 
determinados por fluorimetria de acordo com as recomendações e equações do 
SCOR-UNESCO (1966).
Série 02
Na segunda série utilizou-se 5 réplicas que foram incubadas durante 11-12
dias sob condições não limitantes de luz e temperatura constantes, sob agitação
contínua. Cinco meios de cultura foram preparados: meio Guillard F/2 completo, 
meio indefinido com a adição da solução estoque de nitrato do meio Guillard F/2, 
meio indefinido com a solução de fosfato, meio indefinido com a solução de silicato 
e meio indefinido. Obteve-se valores de concentração de silicato, fosfato, nitrato e 
nitrito, no primeiro e último dias, analisados com um auto-analisador Technicon de 
acordo com as recomendações de Strickland & Parsons (1968).
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3.e) Preparação do material para a taxonomia de Coscinodiscus wailesii
Uma alíquota foi utilizada para a taxonomia, a partir de amostras coletadas 
conforme descrito anteriormente, acondicionadas em frascos de polietileno e 
preservadas com formaldeído 1%. Estas amostras foram preparadas segundo a 
técnica de Hasle & Fryxell (1970) para limpeza das frústulas e preparação de 
lâminas permanentes, utilizando Naphrax como meio de inclusão e posterior 
observação em microscópio ótico (MO) Olympus BX40 com equipamento 
fotográfico; e em microscópio eletrônico de varredura (MEV) Phillips mod. XL30, 
utilizado em voltagem de aceleração de 25 Kv. A terminologia para descrição das 




As dimensões das células variaram de 306 a 268 |jm de diâmetro valvar e 
197 a 95 pm de eixo pervalvar, entre as 2809 células medidas durante o cultivo.
A Figura 01 mostra os gráficos das curvas de crescimento das células de 
Coscinodiscus wailesii para os diferentes tratamentos utilizados.
No meio de cultura Guillard F/2 (Figura 01 - A) a fase de indução foi curta, 
estendendo-se até o segundo dia do experimento, com 1,33 (jg de clorofila/l (Tabela 
II) para o inóculo inicial (instante T0) e taxa de crescimento de 2,43 para o primeiro 
dia do experimento (Tabela I). A fase exponencial ocorreu entre os dias 3 e 5 com 
taxa máxima de crescimento de 1,27 no terceiro dia, e máximo de 36,4 céls/ml 
(média das dez réplicas) e 96,42 pg de clorofila/l no quinto dia. A partir do sexto 
dia de experimento observou-se taxa de crescimento próxima a 0,1, que pode estar 
indicando o início da fase estacionária. No oitavo dia observou-se máximos de 42,2 
céls/ml e 54,93 pg de clorofila/l.
Para o meio de cultura Guillard F/2 sem silicato (Figura 01 - B) a fase de 
indução foi até o segundo dia do experimento. Observou-se 0,97 |jg de clorofila/l 
(Tabela II) para o inóculo inicial e taxa de crescimento 1,77 para o primeiro dia do 
experimento (Tabela I). A fase exponencial ocorreu entre os dias 3 e 6, com taxa 
máxima de crescimento de 1,10. Observou-se nesta fase um máximo de 37,7 céls/ml 
no sexto dia. A fase estacionária foi observada a partir do sétimo dia de experimento 
com taxa de crescimento de 0,29. Obteve-se máximos de 46 céls/ml no sétimo dia e 
45,37 (jg de clorofila/l no oitavo dia.
Para os dois tratamentos analisados anteriormente, observou-se maiores 
diferenças de desvio-padrão entre as réplicas em relação as contagens celulares 
nos últimos dias (sexto ao oitavo) de cultivo (Figura 01 - A e B).
No meio de cultura Guillard F/2 sem fosfato (Figura 01 - C) observou-se 0,74 
[jg de clorofila/l no início do experimento e taxa de crescimento 1,49 para o primeiro
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dia (Tabela I), sendo que nos outros dias essa taxa não ultrapassou 0,84. A maior 
densidade celular foi observada no quinto dia, com 7,1 céls/ml, 0,82 |jg de clorofila/l 
e taxa de crescimento de 0,32. No oitavo dia observou-se um pico de 7,18 pg de 
clorofila/l e densidade celular média de 6,7 céls/ml.
Para o meio de cultura sem nitrato (Figura 01 - D) observou-se 1,12 pg de 
clorofila/l para o inóculo inicial e 1,26 de taxa de crescimento para o primeiro dia de 
experimento (Tabela I). Para os outros dias esta taxa não ultrapassou 0,7. A maior 
densidade celular foi no quinto dia com 2,9 céls/ml e 1,29 pg de clorofila/l. No 
oitavo dia observou-se 1,5 cél/ml e 0,64 pg de clorofila/l.
No meio indefinido (Figura 01 - E) observou-se 1,08 pg de clorofila/l para o 
inóculo inicial e 1,59 de taxa de crescimento para o primeiro dia de experimento 
(Tabela I). Para os outros dias esta taxa não ultrapassou 0,49; exceto para o quinto 
dia que alcançou 1,0. A maior densidade celular foi observada no quinto dia com 3,8 
céls/ml e 5,85 pg de clorofila/l. No oitavo dia observou-se 1,2 céls/ml e 0,42 pg de 
clorofila/l.
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Fig. 01. Curvas de crescimento de Coscinodiscus wailesii, cultivado em Meio 
Guillard F/2 completo; Meio Guillard F/2 sem Silicato [- Si(OH)4]; sem Fosfato 
(- P04); sem Nitrato (- NÜ3) e Meio Indefinido. Em cada gráfico também estão 
representadas as concentrações máxima e mínima para as 10 réplicas, e seu 
respectivo desvio-padrão.
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Tabela I. Taxas de crescimento e densidades de células de Coscinodiscus wailesii, 
nos cinco tratamentos da série 01 de experimentos, baseadas em contagem celular, 
céls/ml = número de células por mililitro de cultura ± o desvio-padrão; Mín/Máx. = 
valores mínimos e máximos nas contagens celulares entre as 10 réplicas, [j = taxa 
de crescimento, expressa em números de divisões/dia; T = tempo em dias.
T F/2 completo F/2 - Si(OH)4 F/2-P04 F/2 - N03 Indefinido
cél/ml 0,5 ± 0,0 0,5 ± 0,0 0,5 ± 0,0 0,5 ± 0,0 0,5 ± 0,0
0 Min/Máx. 0,5 - 0,5 0,5 - 0,5 0,5 - 0,5 0,5 - 0,5 0,5 - 0,5
W - - - - -
cél/ml 2,7 ± 1,0 1,7 ± 0,9 1,4 ±0,7 1,2 ± 0,4 1,5 ± 0,7
1 Mín/Máx. 1,2 - 4,0 0,6 - 3,2 0,6 - 3,0 0,4-1,6 0,4-2,2
M 2,43 1,77 1,49 1,26 1,59
cél/ml 4,2 ± 1,1 3,3 ± 1,6 2,5 ± 1,0 1,9 ± 0,6 2,1 ± 0,8
2 Mín/Máx. 2,6 - 5,2 1,0 - 6,4 0,8 - 4,2 1,0 - 3,0 1,0 - 3,4
M 0,64 0,96 0,84 0,66 0,49
cél/ml 10,1 ± 2,3 5,0 ± 1,4 4,3 ± 1,3 2,4 ±1,1 2,4 ± 1,2
3 Mín/Máx. 5,8-13,8 3,2 - 7,0 2,6 - 6,6 1,4-5,2 1,0 - 5,0
1,27 0,60 0,78 0,34 0,19
cél/ml 18,1 ±3,0 10,7 ±2,6 5,7 ± 1,0 2,3 ±1,1 1,9 ± 1,2
4 Mín/Máx. 14,0-21,6 7,2-14,6 3,8 - 7,8 1,2 - 4,8 0,6 - 4,2
M 0,84 1,10 0,41 0 0
cél/ml 36,4 ±6,4 21,7 ±5,6 7,1 ±1,9 2,9+ 1,1 3,8 ± 1,8
5 Mín/Máx. 22,6 - 45,4 14,6-30,2 5,0-10,2 1,7 - 4,6 0,4-6,8
M 1,01 1,02 0,32 0,33 1,00
cél/ml 39,5 ± 9,3 37,7 ± 8,4 5,3 ± 1,1 2,0 ± 0,9 2,8 ±2,1
6 Mín/Máx. 30,2 - 57,6 30,0 - 56,0 3,8 - 7,2 1,0 - 3,6 0,8 - 7,0
M 0,12 0,80 0 0 0
cél/ml 38,9 ± 8,7 46,0 ±7,1 6,2 ± 0,6 1,8 ±0,7 1,6 ± 0,8
7 Mín/Máx. 31,4 - 56,8 36,6 - 56,8 5,2 - 7,0 0,8 - 3,0 0,4-3,0
M 0 0,29 0,23 0 0
cél/ml 42,2 ± 11,9 44,9 ± 8,0 6,7 ± 1,3 1,5 ± 0,5 1,2 ± 0,7
8 Mín/Máx. 27,8 - 65,6 32,8 - 60,4 5,0 - 8,4 0,6 - 2,0 0,2 - 2,6
M 0,12 0 0,11 0 0
Tabela II. V a lo res  de clo ro fila  (pg/l), nos c inco  tra tam entos 
experim entos com  Coscinodiscus wailesii. T = tem po em dias.
da série 01 c
T F/2 completo F/2 - Si(OH)4 F/2 - P04 F/2 - N03 Indefinido
0 1,33 0,97 0,74 1,12 1,08
5 96,72 11,76 0,82 1,29 5,85
8 54,93 45,37 7,18 0,64 0,42
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A Figura 02 ilustra os gráficos de curvas de crescimento das células de 
Coscinodiscus wailesii para os diferentes tratamentos utilizados na série 02. Nestes 
tratamentos, exceto para o meio Guillard F/2, o crescimento algal foi reduzido não 
observando-se as suas fases características.
No meio de cultura indefinido (Figura 02 - A), observou-se maior densidade 
celular (3,8 céls/ml), no terceiro dia. A taxa de crescimento para o primeiro dia de 
experimento foi 1,93 (Tabela III). Para os outros dias a taxa máxima foi 0,58.
No meio de cultura indefinido com silicato (Figura 02 - B), observou-se taxa 
de crescimento de 1,85 para o primeiro dia e 1,19 para o terceiro dia do 
experimento (Tabela III). Nos outros dias as taxas não ultrapassaram 0,7. A maior 
densidade celular ocorreu no sexto dia, com 5,2 céls/ml.
No meio de cultura indefinido com fosfato (Figura 02 - C) a taxa de 
crescimento foi de 1,59 no primeiro dia e 0,95 no décimo dia (Tabela III). Nos 
outros dias as taxas não ultrapassaram 0,49. A maior densidade celular ocorreu no 
décimo dia, com 3,1 céls/ml.
Para o meio de cultura indefinido com nitrato (Figura 02 - D) observou-se 
1,77 de taxa de crescimento para o primeiro dia de experimento (Tabela III). Para os 
outros dias as taxas não ultrapassaram 0,75. A maior densidade celular ocorreu no 
décimo dia, com 8,9 céls/ml.
No meio de cultura Guillard F/2 completo (Figura 02 - E) observou-se taxa de 
crescimento (p) de 1,00 para o primeiro dia, e 1,93 no segundo dia do experimento 
(Tabela III). No oitavo dia ocorreu a taxa máxima de crescimento de 0,73, com 
densidade média de 21,9 céls/ml. As células apresentaram a maior densidade entre 
os dias 8 e 11, com 40,3 céls/ml no décimo primeiro dia.
Como padrão geral, todos os nutrientes (silicato, fosfato, nitrato e nitrito) 
tiveram redução no meio de cultura ao longo do experimento (Tabela IV). Nos meios 
F/2 completo e indefinido com nitrato houve aumento de nitrito. Entretanto, no dia 
final do experimento, passaram de 0,63 pM para 1,84 pM, e de 1,11 pM para 2,65 
pM, respectivamente. O silicato também apresentou pequeno aumento nos meios 
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Fig. 02. Curvas de crescimento de Coscinodiscus wailesii, cultivado em Meio 
Guillard F/2 completo; Meio Indefinido; Meio Indefinido com adição de Silicato 
[+ Si(OH)4]; Meio Indefinido com adição de Fosfato (+ P04) e Meio Indefinido com 
adição de Nitrato (+ N03). Em cada gráfico também estão representadas as 
concentrações máxima e mínima para as 5 réplicas, e seu respectivo desvio-padrão.
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Tabela III. Taxas de crescimento e densidades de células de Coscinodiscus wailesii, 
nos cinco tratamentos da série 02 de experimentos, baseadas em contagem celular, 
céls/ml = número de células por mililitro de cultura ± o desvio-padrão; Mín/Máx. = 
valores mínimos e máximos nas contagens celulares entre as 5 réplicas, (j = taxa de 
crescimento, expressa em números de divisões/dia.
dias) Indefinido Indef. + Si(OH>4 Indef. + P04 Indef. + N03 F/2 completo
cél/ml 0,5 ± 0,0 0,5 ± 0,0 0,5 ± 0,0 0,5 ± 0,0 0,5 ± 0,0
0 Mín/Máx. 0,50,5 0,5-0,5 0,5-0,5 0,5-0,5 0,5 - 0,5
M - - - - -
cél/ml 1,9 +- 0,5 1,8 ±0,7 1,5± 1,1 1,7 ± 0,3 1,0 ± 0,3
1 Mín/Máx. 1,3 - 2,6 1,0 - 2,8 0,3 -1,6 1,5 - 2,2 1,0 - 2,3
M 1,93 1,85 1,59 1,77 1,00
cél/ml 2,6 ± 0,8 2,1+0,7 2,1 ±0,7 2,5 ± 0,5 3,8 ± 1,0
2 Mín/Máx. 1,8 - 3,6 1,2-2,8 1,4 - 3,2 2,0 - 3,0 2,8 - 5,2
M 0,45 0,22 0,49 0,56 1,93
cél/ml 3,8 ± 1,0 4,8 + 1,3 2,7 ±1,1 4,2 ± 2,0 5,4 ±0,7
3 Mín/Máx. 2,8 - 5,6 3,8 - 7,0 1,4-4,2 2,2 - 7,6 4,6 - 6,4
M 0,55 1,19 0,36 0,75 0,51
cél/ml 3,4 ± 1,4 4,4 + 1,4 3,0 + 1,6 5,1 ±1,3 8,9 ±2,7
4 Mín/Máx. 2,2 - 5,8 3,2 - 6,4 1,4 - 4,8 3,8 - 6,6 6,2 -11,8
M 0 0 0,15 0,28 0,72
cél/ml 2,8 ± 1,3 3,2 ± 1,6 2,5 ± 1,2 3,8 ± 2,0 9,1 ± 4,2
5 Mín/Máx. 1,6 - 4,4 1,4-5,6 1,0 - 3,6 2,0 - 7,2 4,6-14,8
P 0 0 0 0 0,03
cél/ml 3,2+ 1,1 5,2 ± 1,2 2,6 ± 1,1 6,4 ±3,2 13,9 + 5,8
6 Mín/Máx. 2,4-5,0 3,2 - 5,8 1,0 - 3,6 3,0 -11,6 7,4-21,8
0,19 0,70 0,06 0,75 0,61
cél/ml 2,0 ± 1,7 2,7 ± 1,4 1,8 ± 1,0 4,6 ± 1,9 13,2 ±5,3
7 Mín/Máx. 0,4 - 4,4 1,2-4,8 0,8-3,2 2,2 - 7,0 4,6-17,8
M 0 0 0 0 0
cél/ml 2,4 ± 1,0 3,3 ± 1,5 1,7 ± 1,1 6,4 ±2,3 21,9 ± 12,0
8 Mín/Máx. 1,0 - 4,0 1,8 - 5,6 0,6-3,6 4,6-10,4 12,0-40,2
P 0,26 0,29 0 0,48 0,73
cél/ml 1,8 ± 1,5 2,7 + 1,9 1,6 ± 1,3 5,8 ± 2,6 33,9 ±3,7
9 Mín/Máx. 0,6-4,4 0,8 - 5,6 0,6 - 3,8 3,2-10,0 29,2 - 39,2
0 0 0 0 0,63
cél/ml 2,7 ± 1,2 3,2 ± 1,9 3,1 ± 2,4 8,9 ± 3,8 23,7 ± 8.8
10 Min/Máx. 2,0 - 3,8 1,8 - 6,4 1,4 - 7,2 5,0-14,4 14,8-36,4
cél/ml




- - - - 24,0 - 56,0 
0,77
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Tabela IV. Dados da concentração média de nutrientes das cinco réplicas - Silicato, 
Fosfato, Nitrato e Nitrito - para os meios de cultura de Coscinodiscus wailesii para os 
instantes TO (inóculo inicial do cultivo) e T10 nos cinco tratamentos da série 02 de 
experimentos.
T(dias) Nutriente Indefinido Indef. + Si(OH)4 Indef. + P04 Indef. + N03 F/2 completo
0 SÍ(OH)4 102,59 102,36 102,19 103,10 102,36
10 H 103,38 101,74 102,36 100,77 5,74
0 P04 0,75 1,69 24,95 1,96 16,55
10 M 0,24 0,44 17,00 0,19 10,95
0 N03 13,10 1,97 3,90 15,26 15,64
10 II 8,17 1,30 3,44 13,64 14,44
0 N02 1,42 1,17 1 , 1 2 1 , 1 1 0,63
10 " 0,57 0,52 0,57 2,65 1,84
4.c) Descrição de Coscinodiscus wailesii (Pranchas I, II e III)
A morfologia da espécie já foi investigada por outros autores (Cupp, 1943; 
Schmid et a i, 1983; Rincé & Paulmier, 1986; Hasle & Lange, 1992; Nagai & 
Manabe, 1993; Nagai et a i, 1995 e 1995a; Hasle & Fryxell, 1995; Hasle & 
Syvertsen, 1996; Nagai & Imai, 1997), e apenas características diagnosticas e 
informações complementares serão descritas aqui.
As células são cilíndricas com superfície valvar plana a discretamente 
côncava (Fig. 1). O manto é ortogonal em relação à superfície valvar (Fig. 1). Os 
cloroplastos são discóides, pequenos e numerosos, distribuídos na periferia celular 
(Figs. 1-2). O núcleo encontra-se suspenso por fibrilas citoplasmáticas no centro da 
célula, interrompendo o grande vacúolo, e é facilmente visualizado em vista lateral 
(Fig. 3).
As valvas cultivadas neste trabalho em meio F/2 completo apresentaram 306 
a 268 |jm de diâmetro valvar, e 197 a 95 pm de eixo pervalvar. As células 
provenientes de populações naturais da Baía de Paranaguá apresentaram 195 a 
385 pm de diâmetro valvar e 112 a 210 pm de eixo pervalvar. Os valores 
encontrados na literatura foram 230 a 350 pm de diâmetro valvar em Cupp (1943); 
280 a 500 pm de diâmetro e 130 a 350 pm de eixo pervalvar em Schmid et a i 
(1983); 240 a 340 pm de diâmetro e 170 a 210 pm de eixo pervalvar em Rincé & 
Paulmier (1986); 290 a 370 pm de diâmetro e eixo pervalvar com aproximadamente
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a metade do diâmetro em Hasle & Lange (1992); e 280 a 500 pm de diâmetro 
valvar (550 a 50 pm em condições de laboratório) em Hasle & Syvertsen (1996).
A superfície valvar tem aréolas hexagonais, 32-35 em 10 pm, com disposição 
nitidamente radial (Figs. 4-5). A aréola tem uma estrutura complexa, com 10-13 
poros cribrais circundados por poros maiores cortados por uma barra silicosa, e um 
grande foramen circular interno (Figs. 12-15).
Na região central externa foram encontradas duas variações básicas: uma 
área hialina bem desenvolvida; ou uma roseta central composta por aréolas (Figs.
6-11). Neste caso, pode existir ou não uma pequena região hialina circundada pelas 
aréolas da roseta central (Figs. 6-8). É importante ressaltar que, quando observadas 
com microscópio eletrônico de varredura (MEV), a área hialina portando interestrias 
localiza-se no lado interno da valva, e que em seu lado externo pode haver aréolas 
da roseta central ou uma área hialina circular sem interestrias, substituindo a roseta 
(Figs. 13-14). Quando ocorre uma roseta central, o lado interno da valva também 
apresenta uma área hialina. Várias rimopórtulas estão espalhadas pela superfície 
(Fig. 15). Em vista interna, cada rimopórtula está projetada através de um tubo 
longo (i.e, não sésseis), e a estrutura labiada (semicircular e côncava) está curvada 
em um ângulo de 60-90° (Figs. 18-19). Externamente, há uma abertura circular 
simples (v. Hasle & Lange, 1992).
O manto é ortogonal e reto, apresentando duas fileiras de rimopórtulas (Figs. 
16-17). Uma situa-se na conexão entre a superfície valvar e o manto; e a outra na 
borda do manto. Esta última apresenta duas macrorimopórtulas de morfologia bem 
característica (Fig. 16), ou seja, com a abertura interna formada por duas projeções 
silicosas em forma de espiral. Várias interestrias hialinas ocorrem, cada uma 
terminando em uma rimopórtula (Figs. 16-17).
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Figs. 1-11. Fotomicrografias de Coscinodiscus wailesii em microscópio ótico (MO); 
Baía de Paranaguá - Paraná. Figs. 1-3. Células vivas em vista valvar (Fig. 1) e 
pleural (Figs. 2-3). Note cloroplastos discóides e o núcleo suspenso por fibrilas 
citoplasmáticas (setas). Escalas = 50 pm. Figs. 4-11. Valvas limpas com ácido. 
Escalas = 10 pm. Figs. 4-5. Vista geral de valvas mostrando a região central 
formando área hialina com interestrias; ou roseta central típica. Figs. 6-11. Regiões 
centrais, mostrando diferentes tipos de rosetas. Repare na área hialina circundada 
pelas aréolas da roseta nas Figs. 6-8.
Prancha II
Figs. 12-15. Coscinodiscus wailesii, Baía de Paranaguá - Paraná em microscópio 
eletrônico de varredura (MEV). Regiões centrais da valva. Escalas = 10 pm. Figs. 
12-13. Vistas externas mostrando a presença e ausência de roseta central. Figs. 
14-15. Vistas internas da área hialina, do qual partem várias interestrias. Algumas 
rimopórtulas da superfície valvar estão também indicadas (setas).
Prancha III
Figs. 16-19. Coscinodiscus wailesii, Baía de Paranaguá - Paraná em MEV. Vistas 
internas da margem valvar e manto, e da superfície valvar. Figs. 16-17. 
Rimopórtulas pequenas na conexão entre a superfície valvar e o manto (setas 
brancas), e na margem do manto (setas negras). Escalas = 10 pm. Na Fig. 16 está 
indicada a macrorimopórtula (MR). Note também as interestrias nascendo das 
rimopórtulas. Fig. 18. Detalhe de três rimopórtulas da margem valvar. Note sua 
orientação para o mesmo lado e o ângulo formado pela estrutura labiada. Escalas 
= 5 pm. Fig. 19. Detalhe de duas rimopórtulas localizadas na superfície valvar. 












5.a) Problemas técnicos durante as duas séries de experimentos
Uma primeira tentativa de cultivo unialgal de Coscinodiscus wailesii não foi 
bem sucedida, o que pode ser atribuído a dois fatores principais: período 
prolongado entre o momento da coleta e o isolamento da alga em laboratório, e a 
diferença entre a salinidade do local da coleta (35) e da água do meio de cultivo 
preparado (30). Na segunda tentativa, assunto desta monografia, os cultivos foram 
estabelecidos com sucesso, e estão discutidos a seguir.
Apesar de suas grandes dimensões (268-306 pm de diâmetro valvar), as 
células se dividiram rapidamente (p = 1,27) durante os experimentos e foram 
mantidas em condições de laboratório por um período de mais de três meses.
Alguns cuidados relativos à metodologia devem ser tomados, como os 
descritos a seguir. A espécie produz uma mucilagem que adere a célula ao frasco 
de cultivo, podendo causar erros de amostragem no momento de retirar as alíquotas 
para a contagem. As grandes dimensões da célula (306 x 197 pm - medidas do 
cultivo) provocam rápida sedimentação, influenciando nas leituras de fluorescência, 
ou aumentam os erros das estimativas de clorofila e de contagem celular. O elevado 
desvio-padrão das réplicas em relação aos valores médios de densidades em 
ambas as séries de experimentos deve ter sido causado pelas características da 
espécie descritas acima (tamanho, mucilagem, etc) e pela diferença de intensidade 
luminosa recebida pelos frascos-teste nas mesas agitadoras. Procurou-se 
minimizar este erro da seguinte forma: na primeira série de experimentos, após o 
período de 8 horas de luz, os frascos eram reposicionados nas mesas agitadoras, 
de forma a permitir que todos recebessem intensidade luminosa semelhantes, 
durante o experimento. Na segunda série de experimentos os frascos eram 
reposicionados de 4 em 4 horas, no período de luz.
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Os altos valores de taxa de crescimento encontrados no primeiro dia para 
todos os tratamentos nas duas séries de experimentos deveram-se a indução do 
crescimento através de fotoperíodo contínuo, desta forma encurtando a fase lag (ou 
de indução).
Nos meios F/2 completo e F/2 sem sílica ocorreram os maiores valores de 
clorofila-a. A densidade celular foi muito próxima para ambos (Figura 03 - A), 
devido, provavelmente, a grande quantidade de silicato (Tabela IV) já existente na 
água do mar utilizada para a preparação dos meios. Portanto, a solução estoque de 
silicato adicionada ao meio completo não foi determinante do crescimento algal, 
mas sim a adição de outros nutrientes (fosfato, nitrato, metais traços e vitaminas).
Para os outros meios de cultura (F/2 sem fosfato, sem nitrato e indefinido), as 
poucas células observadas apresentavam citoplasma muito claro com poucos 
cloroplastos, após o quarto dia de experimento. Estas alterações celulares seriam 
conseqüência, provavelmente, da pequena concentração de nitrato e fosfato 
existente na água do mar utilizada na preparação do meio de cultivo (Tabela IV), 
que foi o fator limitante observado para o crescimento. Comparando estes três 
tratamentos observou-se crescimento um pouco mais evidente no meio F/2 sem 
fosfato (Figura 03 - A), uma vez que neste meio havia a solução estoque de nitrato, 
que propiciou melhor equilíbrio na relação de N:P (16:1) do que nos outros dois 
(Figura 03 D e E), favorecendo o crescimento algal. Ou seja, fosfato e nitrato 
mostraram-se limitantes nestes experimentos, por isso observou-se um crescimento 
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Fig. 03. Curvas de crescimento de Coscinodiscus wailesii, em número de células/ml 
nas duas séries de experimentos. Cada curva corresponde à média de 10 réplicas 
(série 01) e 5 réplicas (série 02).
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Os resultados obtidos para os tratamentos da série 02 (Figura 03 - B) 
mostraram densidades celulares reduzidas se comparados à série 01 (meios F/2 
completo e F/2 sem adição de silicato).
Entretanto, observou-se um crescimento um pouco maior no meio indefinido 
com adição de nitrato, onde a relação 16:1 (de nitrogênio e fósforo) da própria água 
do mar utilizada na preparação do meio de cultivo, parece ficar mais equilibrada, 
favorecendo a absorção destes nutrientes e o crescimento algal.
Os dados de nutrientes obtidos estão dentro dos limites encontrados por 
outros autores para a região da Baía de Paranaguá (Tabela V), onde, por exemplo, 
as concentrações de silicato são geralmente altas e não limitantes ao crescimento 
das diatomáceas.
Tabela V. Dados médios da concentração de nutrientes na Baía de Paranaguá.
____________________  SÍ(OH)4 PP4 NQ3 NQ2
este estudo 102,59 0,75 13,1 1,42
Machado ef al. (1999) 3,1 - 178 0 , 2 - 3  0,1 - 9  0 - 0 , 9
Knopppers ef al. (1987) 1 ,5 -  140 0 ,0 7 -  1,4 0 -  13 0 - 0 , 3
Observou-se maior quantidade de nitrito no final dos tratamentos F/2 
completo e com adição de nitrato (Tabela IV), podendo-se atribuir esse fenômeno a 
dois fatores principais: produção de nitrito pelas bactérias presentes nos meios de 
cultivo, ou, se o cultivo for considerado axênico, excreção de nitrito pelas próprias 
células (Parsons & Harrison, 1983; Raimbault, 1986; Aidar et al., 1991; Asano et al., 
1995). Este é um processo acoplado à absorção de nitrato que é reduzido a nitrito 
intracelularmente, pela ação da enzima nitrato-redutase (Raimbault, 1986; Aidar et 
al., 1991; Asano et al., 1995). Por outro lado, quando as soluções de nitrato não são 
adicionadas ao meio de cultura, cessa rapidamente o nitrato da água do mar 
utilizada na preparação dos meios. Então, as células utilizam o nitrito como fonte 
alternativa de nitrogênio. Provavelmente por esta razão ocorreu a redução da 
concentração de nitrito nos outros três tratamentos.
5.c) Série 02
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No meio de cultura Guillard F/2 completo (Figura 02 - E) as fases de 
crescimento clássicas (v. Apêndice l.a) não tiveram diferenças tão conspícuas entre 
si, o que dificultou determiná-las.
5.d) Comparação entre as séries de experimentos
O crescimento celular do meio Guillard F/2 da série 01 foi mais rápido que o 
crescimento da série 02 (Figura 03). Observou-se 42,2 céls/ml, e 21,9 céls/ml para a 
primeira e segunda série, respectivamente, ambos no 8o dia. A série 02 só alcançou 
valores próximos (40,3 céls/ml) no 11° dia. Ou seja, a segunda série apresentou a 
fase inicial de crescimento mais longa do que a primeira, e atribui-se este 
comportamento à idade mais avançada da cultura, e às sucessivas repicagens da 
cultura “batch”, que causam perda da qualidade das células (Stein, 1973).
Vários trabalhos enfatizam a importância do nitrato e fosfato no crescimento 
algal (Eppley et a i, 1969; Harrison et al., 1976; Harrison et al., 1977; Parsons & 
Harrison, 1983 e Thompson et al., 1989). Entretanto, observou-se nos experimentos 
realizados neste trabalho que a adição de apenas um destes nutrientes não 
produziu crescimento semelhante nem próximo ao meio de cultura Guillard F/2 
completo, onde os outros macro e micronutrientes estão em abundância. Estudos de 
fisiologia algal demostraram que as células necessitam da interação entre macro, 
micronutrientes e outros fatores abióticos (luz e temperatura) para desenvolverem- 
se em cultivo (Reynolds, 1993).
5.e) Comparando Coscinodiscus wailesii com outras diatomáceas
A maioria das outras espécies de diatomáceas apresenta elevadas taxas de 
crescimento para células de pequenas dimensões, e baixas taxas de crescimento 
para células maiores (Werner, 1977; Fogg & Thake, 1987). No entanto, 
Coscinodiscus wailesii não segue este padrão, pois apresenta elevada taxa de 
crescimento e grandes dimensões, quando comparada às outras espécies (Tabela 
VI).
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Tabela VI. Taxas de crescimento de diatomáceas marinhas cultivadas em diferentes 
condições de temperatura.
Temp.
Espécie |i (° C) tamanho (pm) Referência
AsterioneBa formosa 0,75 20 Lund (1949) ”
Asterioneõopsis gladalis (Asterioneila japonica) 1,00 20 eixo apical 30-150 Kain & Fogg (1958) *
AsterioneBa socialis 1,20 18 Lewin & Mackas (1972)*
Phaeodactylum tricomutum (= Nitzschia closteríum) 0,72 25 Spencer(1954) **
Skeletonema costatum 2,4 20 $3-20 Jitts ef al. (1964)*
Coscinodiscus pavillardii 0,35 28 <(>90-300 Findlay (1972) **
Coscinodiscus wailesii 1,27 25 230-350 este estudo
Chaetoceros sp. 1,81 29 - Thomas (1966) *’
Chaetoceros armatum 0,7 18 Lewin & Mackas (1972)*
DactySosolen fragilissimus (=Rhizosoienia fragilissima) 1,2 10 <(> 22-70 - comp. 530 Ignatiades & Smayda (1970)*
Detonula confervacea 1,5 20 Smayda (1969)*
Thalassiosira pseudonana 2,5 20 Guillard & Ryther (1962)*
<j> = diâmetro 
’ in Wemer (1977)
** in Fogg & Thake (1987)
A taxa de crescimento algal é razoavelmente constante para uma 
determinada espécie. Este valor depende de uma variedade de fatores fisiológicos e 
metabólicos, mas geralmente o de maior importância é o tamanho da célula, 
considerando-se a relação superfície/volume e assim a taxa de crescimento da 
célula (Fogg & Thake, 1987). Geralmente, as espécies pequenas crescem mais 
rapidamente que as espécies grandes, as quais apresentam taxa de crescimento 
com valores baixos. Espécies grandes com alta taxa de crescimento podem estar 
associadas a grandes vacúolos existentes nestas células, onde o citoplasma fica 
com grande superfície de troca exposta ao meio externo. Isso favorece a 
fotossíntese e seu crescimento, quando comparadas com células pequenas, que 
apresentam vacúolos pequenos, e volume citoplasmático semelhante às grandes 
(Fogg & Thake, 1987).
A elevada constante de meia-saturação de nitrato (Ks) é outro item 
importante da fisiologia da Coscinodiscus wailesii (Tabela VII). Ela é maior do que a 
de muitas espécies, podendo ser determinante da elevada taxa de crescimento 
desta alga, o que também favoreceria a formação de florações.
29
Tabela VII. Constante de meia-saturação de nitrato (Ks = pg de átomos/litro) para 
diatomáceas marinhas com diferentes dimensões (de Eppley et a i, 1969 in Werner, 
1977).
Espécie Ks Tamanho (fim) Temperatura (“ C)
Chaetoceros gracilis 0,1 -0,3 5 18
Thalassiosira pseudonana 0,30,7 5 18
Skeletonema costatum 0,4-0,5 8 18
Asterionellopsis glacialis (=Asterionella japonica) 0,7-1,3 10 18
Guinardia (= Rhizosolenia) stolterfothii 1,7 20 18
Leptocylindrus danicus 1,2-1,3 21 18
Ditylum brightwellii 0,6 30 18
Thalassiosira leptopus (=Coscinodiscus tineatus) 2,4-2,8 50 18
Rhizosolenia robusta 2,5-3,5 85 18
Coscinodiscus wailesii 2,1-5,1 210 18
5.f) Observações taxonômicas
No presente trabalho detectamos a presença de uma roseta central tanto em 
populações naturais na Baía de Paranaguá quanto nas células cultivadas em 
laboratório.
A identificação confiável da espécie é muito importante, principalmente 
quando se trabalha com espécies produtoras de toxinas ou nocivas no plâncton. Os 
manuais publicados até o momento registram C. wailesii não possuindo roseta, além 
de uma série de características diagnosticas (Hasle & Lange, 1992; Hasle & Fryxell, 
1995). Entretanto, neste trabalho encontramos indivíduos sem e com roseta central 
bastante desenvolvida. Isto diminuirá enganos na identificação desta espécie, com 
conseqüências quando ocorre em “blooms”. Tais achados reforçam também a 
necessidade de maior precaução no momento de se identificar a espécie, uma vez 
que ela pode ser facilmente confundida com Coscinodiscus concinnus e 
Coscinodiscus centralis. A presença de roseta central a torna ainda mais próxima de
C. centralis.
As dimensões da valva, o número de aréolas em 10 pm, o padrão de 
distribuição das aréolas e, a partir de nossos estudos, a presença de roseta com 
aréolas maiores alongadas na área central da valva, são caracteres que se 
sobrepõem nas três espécies mencionadas. Adicionalmente, as macrorimopórtulas 
das três espécies são semelhantes, quando observadas em MEV. Por outro lado,
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algumas características facilmente visualizadas em MO permitem diferenciá-ias 
entre si (Hasle & Lange, 1992; Hasle & Fryxell, 1995). A superfície valvar de C. 
wailesii é plana e o manto está em ângulo reto, enquanto em C. concinnus e C. 
centralis a valva é convexa. A região marginal da valva de C. wailesii apresenta dois 
anéis de rimopórtulas, uma no limite entre o manto e a superfície, e outra na 
margem do manto. Nas outras duas espécies há somente um anel, localizado na 
borda do manto. Várias pequenas rimopórtulas também ocorrem espalhadas na 
superfície da valva de C. wailesii, inexistentes em C. concinnus e C. centralis.
A espécie foi registrada pela primeira vez no Brasil por Valente-Moreira 
(1987), mas este autor não forneceu medidas ou fotografias, tornando difícil 
qualquer comparação ou confirmação da sua identidade. Na mesma amostra este 
autor também encontrou C. concinnus e C. centralis, espécies bastante próximas. 
Na Baía de Paranaguá a espécie vem sendo registrada desde 1991 em todos os 
meses, e ocorrendo esporadicamente na forma de florações (Fernandes, 1992; 
observações pessoais). Nestas ocasiões suas densidades chegaram a 10,0 x 104 - 
20,0 x 104 céls/l. Souza-Mosimann et al. (1993) também a observaram no litoral de 
Santa Catarina, em áreas próximas a estuários.
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6- SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS
Para comparar os efeitos conjuntos de nitrato e fosfato, sugere-se realizar um 
experimento utilizando meio indefinido mais a adição de solução estoque de nitrato 
e fosfato conjuntamente, e eventualmente também de silicato.
Para avaliar seu potencial ótimo de crescimento na Baía de Paranaguá, 
Paraná, sugere-se realizar experimentos com diferentes condições de temperatura, 
salinidade e nutrientes (nitrato, fosfato e silicato).
Sugere-se utilizar um maior volume de meio de cultura (2 - 3 litros) de modo a 
facilitar a obtenção de sub-amostras para diferentes procedimentos laboratoriais 
(análise de nutrientes, análise de clorofila e contagem de células). Há necessidade 
de obter-se dados de nutrientes em réplicas e a cada 24 horas de experimento, para 
aprofundar a discussão dos resultados obtidos.
32
a- Fases do cultivo tipo “batch” ou estanque
No cultivo tipo “batch” o aumento do número de células segue um curso 
característico no qual as seguintes fases são normalmente reconhecidas (v. 
Gráfico): (1) fase de indução ou lag; não há nenhum aumento aparente em números 
de células; (2) fase exponencial ou log; ocorre multiplicação rápida das células 
aumentando em progressão geométrica; (3) fase de declínio, onde o crescimento é 
relativo; (4) fase estacionária; o número de células permanece constante; e (5) fase 
de morte. Às vezes uma ou mais destas fases podem ser reduzidas, sendo assim 
raramente reconhecidas (Fogg & Thake, 1987).
Apêndice I
Compilado de Fogg & Thake, 1987. 
b- Necessidades nutricionais das microalgas
Compilado de Eppley et ai, 1969; Fogg & Thake, 1987; Reynolds, 1993; Paranhos, 1996.
O sucesso dos métodos utilizados para obtenção de culturas algais depende 
diretamente das informações obtidas sobre as necessidades nutricionais das algas 
(Reynolds, 1993). Para o crescimento bioquímico normal das microalgas há a 
necessidade de um variado número de elementos minerais, que estão divididos em
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dois grandes grupos: os macronutrientes (C, H, O, N, P, S, K, Mg) utilizados direta 
ou indiretamente para as estruturas celulares; e os micronutrientes (Fe, Mn, Cu, Zn, 
Mo, V, B, Cl, Co, Ca, Si, Na) necessários em concentrações pequenas para 
catálises, estruturação do material celular e regulação osmótica. Baseando-se nisto 
foram formulados inúmeros meios de cultura, que procuram suprir as necessidades 
fisiológicas das espécies em condições de cultivo (Reynolds, 1993).
Fonte e utilização de alguns macronutrientes:
NITROGÊNIO
O nitrogênio é um dos nutrientes mais importantes para o crescimento de 
microalgas, e em praticamente todos os meios de cultura está em maior 
concentração (Lourenço, 1996). Ele é utilizado nos processos de síntese e 
acumulação de aminoácidos e proteínas, que constituem aproximadamente um 
oitavo a um sexto do total destes compostos; o conteúdo mínimo de nitrogênio na 
célula é de 3 a 4 % do peso seco da célula (Reynolds, 1993).
A fonte orgânica do nitrogênio é o ácido úrico, uréia e outros compostos 
orgânicos dissolvidos como aminoácidos e peptídeos livres. Entretanto, a fonte 
inorgânica é mais importante na regulação do crescimento do fitoplâncton, 
ocorrendo principalmente nas formas de nitrato, nitrito e amônia (Dugdale, 1976; 
Reynolds, 1993).
O íon nitrito (NO2 ~ ) é base conjugada do ácido nitroso (HN02), que é um 
ácido fraco e existe somente em soluções aquosas diluídas, pois ele se decompõe 
rapidamente formando água, trióxido de dinitrogênio (N2O3) ou ácido nítrico, óxido 
nítrico (NO) e água. Os sais do ácido nitroso (nitritos) são muito mais estáveis que o 
próprio ácido, sendo facilmente solúveis em água. O nitrito ocorre na água como um 
composto intermediário e menos estável na redução microbiana; ele pode ser 
excretado pelo fitoplâncton, especialmente durante períodos de abundante nutrição 
(Paranhos, 1996).
O íon nitrato (NO3 ' ) é a  base conjugada do ácido nítrico (HNO3), que é forte 
e dissocia-se na água produzindo íons nitrato e hidroxonium (H3O+ ). (Who, 1974 in 
Paranhos, 1996). Os sais de ácido nítrico (nitratos) são facilmente solúveis em
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água. 0  nitrato é o produto final da oxidação dos compostos nitrogenados na água, 
sendo considerado o único nível de oxidação termodinamicamente estável na 
presença do oxigênio da água do mar. Em muitas áreas marinhas, o nitrato pode ser 
considerado como o nutriente limitante da produção primária na zona eufótica 
(Eppley et a i, 1969; Paranhos, 1996).
FÓSFORO
O fósforo é um elemento constituinte fundamental da matéria viva. Ele é 
componente importante do ATP (adenosina trifosfato), dos ácidos nucleicos e é a 
base da síntese enzimática e do sistema intracelular de transferência de energia e 
dos lipídeos fosfatados. É essencial também no metabolismo e crescimento do 
fitoplâncton, podendo em muitos casos ser considerado como nutriente limitante da 
produtividade primária. Na água, o fósforo ocorre normalmente em estados 
oxidados, ou em íons inorgânicos ortofosfatados (HPO4 , H2PO4 ) ou em compostos 
orgânicos biogênicos (Eppley et a i, 1969; Reynolds, 1993; Paranhos, 1996).
SÍLICA
A sílica é utilizada pelo fitoplâncton em pequenas quantidades na síntese de 
proteínas e carboidratos. O silício tem um ciclo similar aos ciclos do nitrogênio e do 
fósforo, podendo ser considerado um elemento nutriente, pois é absorvido pelas 
diatomáceas para depositá-lo nas frústulas. E estas constituem a parede celular, 
composta por polímeros de sílica. O silício é o sexto elemento mais abundante na 
crosta terrestre, que aparece como óxido em quartzos e areias e combinado com 
metais na forma de muitos complexos silicato-minerais, principalmente em rochas 
ígneas. Na água a sílica ocorre em suspensão (no estado de colóides e de 




Composição do meio de cultura semi-definido Guillard F/2 (Guillard, 1975).
1. Ingredientes
Nitrato (solução estoque).....................  1 ml
Fosfato (solução estoque)..................... 1 ml
Silicato (solução estoque).......................1 ml
Metais traços (solução estoque)........  1 ml
Vitaminas (solução estoque).............. 1 ml
Água do m ar...................................  1000 ml
2. Solução estoque em água destilada
N a N 0 3...................................7,5 g /  100 ml
NaH2P04. H2O ......................0,5 g / 100 ml
Na2Si03. 9 H 2 0 ......................3,0 g /  100 ml
Metais traços:
CuS04. 5H 20..................... 0,98 g / 100 ml
ZnS04. 7H 20.......................... 2,2 g / 100 ml
C0CI2 . 6H2O .....................  1.05 g /  100 ml
MnCb. 4H 2 0 ......................... 1,0 g /  100 ml
Na2MoC>4. 2H2O ............... 0,63 g /  100 ml
* As soluções devem ser preparadas separada­
mente. Em seguida, dissolver:
Fe-Sequestreno........................... 5 g / 900 ml
* Adicionar a esta última solução 1 ml de cada 
uma das soluções estoque primárias de metais 
traços acima e acertar o volume final para 1 li - 
tro. O pH desta solução é de 4,5.
A solução estoque de Fe-Sequestreno pode ser 
substituída pela solução de:
FeCb. 6H2O ........................ 3,15 g /  900 ml
Na2E D T A ............................. 4,36 g/ 900 ml
* Adicionar 1 ml de cada solução estoque primá­
ria dos metais traços acima e acertar o volume 
para 1 litro. O pH final é + 2,0 e a solução é 
transparente. A adição de lml desta solução ao 
meio de cultura não acarreta variação significa­
tiva no pH do meio.
Vitaminas:
Tiam ina................................10 mg / 100 ml
Biotina.................................0,1 mg /100 ml
Vitamina B 12...................... 0,1 ml / 100 ml
Manter as soluções estoque em geladeira, e a 
solução de vitaminas no congelador.
O pH final do meio, após a sua preparação, 
deve ser ajustado para 8,0 - 8,2 com soluções 




As vidrarias utilizadas na preparação das soluções-estoque dos meios de 
cultura, manutenção das culturas e execução dos experimentos foram esterilizadas 
seguindo o protocolo apresentado em CETESB (1986). Assim, foram lavadas com 
detergente neutro, enxaguadas 7 vezes com água de torneira, deixadas no ácido 
clorídrico (10%) por um período de 12 horas, novamente enxaguadas 7 vezes com 
água de torneira e 3 vezes com água destilada. Em seguida, foram secadas em 
estufa à 100°C por 3 horas, autoclavadas e secadas novamente em estufa à 100°C 
por 3 horas, e colocadas na capela sob radiação ultra-violeta por 2 horas. Os meios 
de cultura preparados nestes experimentos também foram autoclavados (vapor 
saturado a 1 atm e 121°C por 15’ a 30’) e colocados na capela sob radiação ultra­
violeta por 2 horas, para posteriormente serem utilizados.
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